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Unitermos
Os hidrocarbonetos aromdticos policiclicos (HAPs) correspondem e« Anilises toxicolégicas
a um grupo de substdincias quimicas formadas durante a  * Hidrocarbonetos
Aromadticos Policiclicos
(HAPs)
e 1-hidroxipireno

decomposi¢do térmica de materiais organicos e, entdo, liberadas
no meio ambiente. Varios trabalhos tém relatado efeitos adversos
produzidos pelos HAPs, sendo muito destes efeitos relacionados
ao desenvolvimento de cancer. Segundo a International Agency
for Research on Cancer (IARC), seis HAPs sdo provavelmente
carcinogénicos para o homem. Considerando as propriedades
toxicologicas e com o intuito de prevenir uma exposi¢do
ocupacional a estes compostos, a monitorizagdo biologica por meio
da determinagao do I-hidroxipireno urindrio é, recomendada. Para
tanto, foi necessario validar metodologia para a quantificagdo do
analito proposto. Este trabalho teve como objetivo otimizar as
condigoes de um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) e detec¢do de fluorescéncia para a andlise do I-
hidroxipireno urindrio e, ainda, validar os parametros analiticos
para a determinagdo deste analito em amostras de urina. O método
inclui hidrélise enzimdtica (B-glicuronidase/arilsulfatase) com
posterior extragdo em fase solida — SPE (C,,). A separagdo
cromatogrdfica foi consumada com uma coluna LC-PAH (15 cm x
4,6 mmlID x 5 um), fluxo em fase gradiente (metanol 40 e 100%) e
finalmente detec¢do seletiva (excitagdo — 242 nm e emissdo —
388 nm). O método demonstrou ser linear (¥’ = 0,999) na faixa de
concentragdo estudada (0,2 a 40,0 ng/mL). Os limites de detec¢do

*Correspondéncia: e quantificagdo foram 0,5 ng/mL e 1,0 ng/mL, respectivamente. Os
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a 120%. Por fim, o método validado foi considerado adequado
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INTRODUCAO

O termo Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos
(HPAs) refere-se a uma classe de compostos organicos,
que contém dois ou mais anéis aromaticos condensados,
constituidos de atomos de carbono (C) e hidrogénio (H).
A temperatura ambiente os HAPs sio solidos e as carac-
teristicas gerais comuns a esta classe de compostos sdo: o
alto ponto de fusao e ebulicdo, a baixa pressao de vapor e
a pouca solubilidade em agua, a qual tende a diminuir com
o aumento da massa molecular. Os HAPs sdo soluveis em
muitos solventes organicos, altamente lipofilicos e consi-
derados quimicamente inertes (WHO, 1998).

Os HAPs podem ser formados a partir da decompo-
si¢do térmica de materiais organicos, que contenham car-
bono e hidrogénio. A formacao ¢ baseada em dois grandes
mecanismos: pir6lise ou combustdo incompleta e proces-
sos de carbonizagdo. Os tipos de HAPs formados parecem
depender mais das condi¢gdes de combustao do que do tipo
de material organico queimado. A quantidade de HAPs
formada sob condigdes definidas de pirdlise depende, no
entanto, da temperatura de reacdo, bem como do materi-
al (Bjorseth, 1985).

Desde 1775, quando Sir Percival Pott relatou que
limpadores de chaminé na Inglaterra, freqiientemente,
desenvolviam alguns tipos de cancer, em particular o
escrotal, ouve-se falar dos HAPs. Mais de 150 anos se
passaram para que estes compostos fossem reconhecidos
como agentes carcinogénicos (Grimmer, 1983; IARC,
1983, 1984, 1985; Bjorseth, 1985; Jongeneelen, 1997;
WHO, 1998). Segundo a International Agency for
Research on Cancer (IARC), seis HAPs sdo provavel-
mente carcinogénicos para o homem: benzo(a)antraceno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)
pireno, dibenzo(a,h) antraceno e indeno(1,2,3-cd)pireno.

Nao obstante o crescente estudo em torno do assun-
to, inexiste a padronizacdo de procedimentos analiticos
para a determinac¢do dos HAPs. Além disto o niumero de
HAPs relatados é desconhecido, fazendo o termo “HAPs
Total” incerto. Assim, a fim de reduzir estas incertezas,
muitas medidas e estudos sdo necessarios para diversas
fontes de emissdo. A determinacgdo destas substancias
pode ser realizada através da avaliagdo ambiental das
misturas de HAPs e/ou de um tnico HAP envolvido. O
pireno, um HAP nao-carcinogénico, esta presente em pra-
ticamente todas as misturas de HAPs em concentragdes
relativamente altas (de 2 a 10%) e constantes. Ha informa-
¢Oes de que esta substancia esta presente como o maior
componente do contetido total dos HAPs encontrados no
ambiente e, em vista de sua abundancia, o seu produto de
biotransformacdo, o 1-hidroxipireno (1-OHP), foi seleci-
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onado para avaliar a exposigdo a essas substancias (IARC,
1983; Jongeneelen et al., 1985,2001; Buchet et al., 1992;
Bouchard et al., 1998; Dor et al., 2000).

A difusdo destes compostos no ambiente, tanto
ocupacional como geral, e a sua caracteristica toxicologica
(suspeita e evidéncia de carcinogenicidade) indicam a
grande relevancia do estudo do ponto de vista ambiental
e bioldgico com a finalidade de prevengao e promogao da
saude dos trabalhadores. Para tanto, foi necessario validar
metodologia especifica e sensivel para a quantificagdo
precisa e exata do 1-hidroxipireno urinario, ja preconiza-
do pela American Conference of Governmental Industrial
Hygienists (ACGIH) em 2003 como indicador biologico
da exposi¢cdo aos HAPs. A fim de atingir tal objetivo, este
trabalho definiu o estudo dos parametros de validacao
como linearidade, limite de detec¢do, limite de quantifi-
cacdo, precisdo inter e intradia, recuperagado e exatidao.

MATERIAL E METODOS

As amostras de urina destinadas a otimizacao dos
parametros para a validagdo do método analitico para a deter-
minagdo do 1-OHP foram preparadas a partir de um pool de
urina, obtido de alunos de po6s-graduagao da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo. As
amostras foram colhidas, homogeneizadas e adicionadas
com solucdo padrio de 1-hidroxipireno em diferentes con-
centragdes para o preparo da curva de calibrag@o e estudo de
linearidade, limite de deteccao, limite de quantificagdo, pre-
cisdo inter e intradia, recuperagdo e exatidao.

Neste trabalho foi utilizado um cromatografo liqui-
do de alta eficiéncia Hewlett Packard® (HP), modelo 1100
Series, equipado com desgaseificador a vacuo (G1322A),
bomba binaria (G1312A), injetor automatico (G1313A),
compartimento de coluna com termostato (G1316A),
detector de arranjo de diodos — DAD (G1315A) e um
detector de fluorescéncia HP 1046A, acoplado a compu-
tador modelo Vectra XM, série 4-5/150.

Ap6s a revisao da literatura, optou-se por extrair o
analito da urina e identifica-lo segundo Jongeneelen, et al.,
1987. A técnica de extragdo inclui hidrolise enzimatica do
conjugado com 12,5 de mL B-glicuronidase/arilsulfatase,
seguida de purificagdo da amostra em um cartucho C , —
octadecil silica (Jongeneelen et al.,1986; Faria, 2003). A
separacao e a identificagdo ocorrem por cromatografia li-
quida de alta eficiéncia — CLAE com detecgao por
fluorescéncia (Jongeneelen ef al., 1986, 1987; Buchet et
al., 1992; Elovaara et al., 1995; Hatjian et al., 1995;
Ovrebo et al., 1995; Bouchard et al., 1996; Moen ef al.,
1996; Nielsen et al., 1996; Roggi et al., 1997; Lafontaine
et al., 2000; Faria, 2003).
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Para verificar a faixa de linearidade do método fo-
ram adicionadas, ao pool das amostras de urina, solu¢des-
padrao de 1-OHP, de modo a obter as seguintes concentra-
¢oes: 0,2;0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 10; 20; 40; 80; 120; 160 ¢
200 ng/mL. A curva de calibracdo para o 1-OHP foi pre-
parada na faixa de concentragdo de maior interesse (0,5 a
40 ng/mL), verificando-se a resposta da curva “area do
pico x concentracao do 1-OHP”.

Amostras de urina obtidas de seis individuos (poo!
de urina) e amostras de metanol enriquecidas com padrao
de 1-OHP, nas concentragdes 0,5; 1; 2; 5; 10; 20; 30 ¢
40 ng/mL e o branco, foram preparadas em seis replicatas
e analisadas. Os dados deste estudo foram utilizados a fim
de avaliar a interferéncia da matriz bioldgica na analise
dentro das condigdes otimizadas.

O limite de detec¢ao (LD) foi obtido a partir da ana-
lise de amostra de urina adicionada de 0,1; 0,2; 0.5 e
1,0 ng de 1-OHP/mL e o limite de quantificacdo (LQ) foi
obtido a partir da anlise de amostra adicionada de 1,0 ng
de 1-OHP/mL de urina. Recomenda-se que o LD seja de
duas a trés vezes superior ao ruido da linha de base e pode
ser expresso pela equagdo: LD = DP x 3,3/inclinagdo da
reta e o LQ, definido pela equagdo: LQ = DP x 10/inclina-
¢do da reta, deve ser, no minimo, cinco vezes superior a
qualquer interferéncia da amostra branco no tempo de re-
tencao do analito. Nas equagdes citadas o DP corresponde
ao desvio-padrao do intercepto com o eixo do y de varias
curvas de calibrag@o construidas contendo concentragdes
do analito proximas ao suposto limite de quantificacdo. O
pico de resposta do analito no LQ deve ser identificavel e
reprodutivel com precisao de 20% e exatidao de 80 a
120% (Chasin et al., 1994, 1998; Brasil, 1999).

Para avaliar a precisdo, a recuperacao e a exatidao
do método, amostras de urina enriquecidas com trés con-

FLD1 A, Ex=242, Em=388 (HP_21SET'HF100003.D)
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centracdes diferentes: 2,0 (CB), 20,0 (CM) e 30,0 (CA)
ng/mL de 1-OHP foram preparadas em sextuplicata, se-
gundo o procedimento descrito por Faria (2003), e anali-
sadas no mesmo dia, para o estabelecimento da precisao
intradia, e preparadas e analisadas em cinco dias consecu-
tivos, para a precisdo interdias. A precisdo foi avaliada de
acordo com os coeficientes de varia¢do obtidos nas ana-
lises. A recuperagao do 1-OHP em amostras de urina foi
avaliada por comparagao da concentragdo obtida, quando
a amostra, contendo o analito, foi submetida ao processo
de extracdo, em relagdo a concentragdo obtida quando a
amostra, sem a presenca do analito, foi submetida ao pro-
cesso de extragdo, com adigdo do padrio antes da analise
no HPLC; e a exatiddo foi avaliada, por meio da concen-
tracdo teorica, pela porcentagem de inexatidao ou tenden-
ciosidade (bias) representada pela equagao:

. concentracdo obtida — concentragdo teorica
Inexatidio (%) = ¢ concentag x 100
concentragao teorica

RESULTADOS

A otimizagdo de um método precede a validagao, ja
que as condicdes analiticas, uma vez otimizadas, ndo de-
vem ser alteradas apos a sua validacao. Validar € estar com
0 objetivo voltado para a confiabilidade analitica do labo-
ratorio e do método escolhido e otimizado para se obter
resultados que se enquadrem as necessidades do problema
em questdo (Chasin et al., 1994, 1998; Hanks, 1995;
Jenke, 1996; Brasil, 1999).

A analise realizada com detec¢do fluorescente
(FLD) mostrou-se especifica para o analito proposto, con-
forme ilustrado na Figura 1 e as condigdes cromatogra-

1-hidroxipireno

8.668 B850 9094  9.3579.DZE
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FIGURA 1 - Cromatograma representando o pico do 1-hidroxipireno em amostra adicionada do analito na concentracdo
de 2,5 ng/mL, com tempo de retencao (tr) de 8,042 minutos, fluxo: 0,8 mL/min e detector de fluorescéncia.
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ficas otimizadas para a melhor separagcdo cromatografica
estao expressas na Tabela I.
O estudo de linearidade do método para 1-OHP foi
realizado abrangendo a faixa de 0,2 a 200 ng/mL (Figura 3).
A curva de calibragdo utilizada para a quantificacao
do analito em estudo, preparada com um pool de amostras
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de urina adicionadas com o 1-OHP, apresentou relagao
linear entre o sinal gerado pelo equipamento e a concen-
tracao do 1-OHP na faixa de concentragao de 0,5 a 40,0 ng
de 1-OHP/mL de urina, faixa dindmica de interesse nes-
te estudo. Cada ponto corresponde a média dos valores
encontrados na analise das triplicatas. Estes resultados

TABELA | - Condicdes cromatograficas otimizadas para a analise do 1-OHP urinario

Condicoes cromatogrificas

1-OHP

Coluna cromatografica

Temperatura da coluna

Comprimento de onda no detector de fluorescéncia
Eluicao gradiente

Supelcosil LC-PAH (15 cm x 4,6 mmID, 5 pm)
40 °C

Excitacdo: 242 nm Emissdo: 388 nm

Metanol 100% e metanol 40%

Fluxo do eluente 0,8 mL/min
%F
30,0 ng/mL
50
40 -
20,0 ng/mL
30
20
10 4 2,0 ng/mL k
A L
0 AN
1 T T 1 1
a 2 4 5} 3 10 min

FIGURA 2 - Cromatograma representando o pico do 1-hidroxipireno nas respectivas concentragdes, 2,0 — 20,0 ¢
30,0 ng/mL com tempo de retengdo de 8,042 minutos, fluxo: 0,8 mL/min e detector de fluorescéncia.

Linearidade do método
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FIGURA 3 - Curva de linearidade do método para a determinagdo do 1-OHP em amostras de urina, na faixa de 0,2 a
200,0 ng/mL.
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estdo demonstrados na Tabela II e Figura 4. y =15,677x — 11,26 (urina), com coeficiente de determi-
As curvas de calibracao em metanol e em amostras  nacdo de 0,9897.
de urina podem ser observadas graficamente na Figura 5. Os resultados para coeficiente angular/inclinagdo da

As equagdes de regressao linear sdo: y =1,4358x—0,7677  reta (a) e intercepto (b), da equagdo daretay = ax + b,
(metanol), com coeficiente de determinacdo de 0,9986 ¢  estdo representados na Tabela I11.

TABELA Il - Dados obtidos na analise do 1-OHP, em estudo para construcao de curva de calibragdo, através da técnica
de CLAE acoplada a detector de fluorescéncia

Concentracao (ng/mL) Area (%F) Desvio padrao CV. %
0,5 7,63 0,3620 4,79
1,0 14,38 0,0535 0,37
2,0 30,46 0,6895 2,26
5,0 69,75 0,4989 0,72
10,0 154,02 0,5677 0,37
20,0 333,06 1,5707 0,47
30,0 412,70 1,0440 0,25
40,0 672,03 0,7755 0,12

Onde: CV = coeficiente de variacao.

Linearidade do método (faixa de interesse)

800,0
700,0 it
600,0 -
500,0 -
400,0 -—
300,0 1 o y = 18,032 + 10,311
200,0 o R?= 0,999
100,0 >

0,0

area (%F*s)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

concentragao (ng/mL)

FIGURA 4 - Curva de linearidade do método para a determinagdo do 1-OHP em amostras de urina, na faixa de 0,2 a
40,0 ng/mL

Especificidade ¢ Metanol = Urina
—--—-Linear (Metanol) ===-Linear (Urina)
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FIGURA 5 - Representacdo grafica do estudo de especificidade mostrando as curvas de calibragao em metanol () ¢
em urina (H).
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Obedecendo a defini¢do do LD como sendo a quan-
tidade da amostra que gera uma resposta duas a trés vezes
maior que o nivel do ruido, com coeficiente de variacao
inferior a 20%, e do LQ como sendo a quantidade da
amostra que gera uma resposta cinco vezes maior que o
nivel do ruido, com precisdo de 20% e exatiddo de 80 a
120% (Collins, Braga, Bonato, 1997; Chasin, et al., 1994,
1998; BRASIL, 1999), os valores de LD e LQ para o 1-

TABELA 111 - Valores do coeficiente angular/inclinagao da
reta (a) e do ponto de intersec¢ao no eixo x, denominado
intercepto (b), para as curvas de calibragdo construidas em
metanol e urina

Metanol Urina
Inclinagao (a) 1,435767 15,67707
Intercepto (b) -0,76771 -2,82571

P. M. Faria, H. V. D. Rosa

OHP estao descritos nas Tabelas IV e V, e apresentados na
Figura 6.

Para demonstrar a confiabilidade do método para a
determinacgao de 1-hidroxipireno em amostras de urina, os
resultados, referentes aos parametros de precisdo, recupe-
racdo ¢ exatiddo, estdo apresentados a seguir.

A precisdo intra- e inter-dias (ensaio), obtida por
meio de Analise de Variancia (ANOVA) e descrita como

TABELA IV - Limite de deteccao (LD) e limite de
quantifica¢do (LQ) do 1-OHP obtido pelo calculo do desvio-
padrao (DP) do intercepto com o eixo do y (b) de varias curvas
de calibragao construidas contendo concentra¢des do analito
proximas ao suposto limite de quantificacéo

Média = DP
2,13+£227

LD
0,40

Inclinacao da reta
18,655

LQ
1,22

TABELA'V - Limite de detecgdo (LD) e limite de quantificagdo (LQ), obtidos obedecendo aos critérios de precisdo e
exatidao descritos, e utilizados no método para a determinagao de 1-OHP em amostras de urina

Conc. (ng/mL) Conc. média (ng/mL) DP CV% Exatidao (%)
0,1 0,317 0,004 1,36 316,5
0,2 0,410 0,005 1,23 204,8
0,5 LD 0,693 0,021 3,09 138,7
1,0 LQ 1,093 0,003 0,29 109,3

DP = desvio-padrao; CV = coeficiente de variagdo; Conc. = concentragao

FLD1 A, Ex=242, Em=388 (1-OHPAHP 18JANIHPO00004.D)
*FLD1 A, Ex=242, Em=388 (1-OHP\HF16JANVHFO00007 .D)
*FLD1 A, Ex=242, Em=388 (1-OHP\HF16JANYHFO00011.D)

Norm.

5 -

45

4

FIGURA 6 - Amostra de urina sem adi¢ao de padrao (a), amostra de urina adicionada de 0,5 ng/mL (b), representando
o limite de detecgdo, e amostra de urina adicionada de 1,0 ng/mL (c), representando o limite de quantificacao.
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coeficiente de variagdo (CV), com lote de seis amostras de
urina adicionadas de 2, 20 e 30 ng/mL, preparadas no
mesmo dia e em cinco dias diferentes, respectivamente,
esta reportada na Tabela VI.

A recuperacao mede a eficiéncia do procedimento de
extracdo de um método analitico dentro de um limite de va-
riacdo. Porcentagens de recuperagao proximas a 100% sao
desejaveis, porém, admitem-se valores menores, por exem-
plo, de 50 a 60%, desde que a recuperacao seja precisa.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A procura de indicadores bioldgicos confidveis para
o estudo da exposi¢cdo humana aos hidrocarbonetos aro-
maticos policiclicos (HAPs) estabelece crescente neces-

sidade para a realizagdo de diversos estudos e pesquisas.
O 1-hidroxipireno urinario tem sido proposto nos estudos
de exposicao humana aos HAPs e, levando-se em conta
que até o presente nio se dispde do Indice Biologico
Maximo Permitido (IBMP), o presente estudo foi
desenvolvido, com o intuito de colaborar com estas pes-
quisas.

As analises por CLAE para a separacao e identifica-
¢a0 dos metabolicos dos HAPs sdo essencialmente base-
adas na separagdo por fase reversa, aplicada em diversos
estudos destes compostos (Jongeneelen et al., 1986, 1987;
Buchet et al., 1992; Elovaara et al., 1995; Hatjian et al.,
1995; Ovrebo et al., 1995; Bouchard et al, 1996; Moen et
al., 1996; Nielsen et al., 1996; Roggi et al., 1997;
Lafontaine et al., 2000).

TABELA VI - Coeficiente de variagdo inter- e intra-dias das concentragdes urinarias de 1-hidroxipireno. Analise em

sextuplicata e durante cinco dias

Concentracao Média das dreas Inter-dia CV Intra-dia CV
(ng/mL) (% F*S) (%) (%)
2,0 28,38 7,3 4,5
20,0 279,87 12,38 10,9
30,0 385,30 9,96 2,18

Onde: CV = coeficiente de variacao.

TABELA VII - Porcentagem de recuperag@o (R) do 1-OHP adicionado as amostras de urina nas concentragdes de 2,0 —

20,0 e 30,0 ng/mL
Concentracio Adicao antes da extracio Adicao apds extracao R (%)
(ng/mL) Média £ DP (ng/ml) CV% Média £ DP (ng/ml) CV%
2,0 2,00 + 0,063 3,16 1,88 + 0,027 1,45 106,38
20,0 23,37+0,135 0,58 20,41 + 0,962 4,72 114,50
30,0 34,33+ 0,150 0,44 29,79 + 2,406 8,09 115,43
DP = desvio-padrao; CV = coeficiente de varia¢do; concentragdo em ng/mL.
TABELA VIII - Estudo de exatidao com amostras de urina adicionadas de padrdao de 1-OHP
Concentracio Concentraciao CV% Inexatidao (%)
tedrica (ng/mL) média obtida (ng/mL)
2,0 2,04 1,81 +2,24
20,0 20,27 7,66 +1,33
30,0 27,37 1,27 +8,78

CV = coeficiente de varia¢ao
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A andlise por cromatografia liquida em fase reversa
do 1-hidroxipireno (metabodlico hidroxilado dos HAPs) foi
satisfatoria, como pode ser observado nas Figuras 1 e 2,
com cromatogramas em alta resolucao e baixo nivel de
compostos interferentes na faixa do analito em estudo.

Considerando a viabilidade na determinagédo do
1-OHP conforme relatado na literatura cientifica € neces-
sario que a valida¢ao da metodologia, a ser adotada, seja
realizada.

No estudo da linearidade do método nao foi possi-
vel obter uma relagdo linear entre a concentragdo do 1-
OHP, na faixa de 0,2 a 200 ng de 1-OHP/mL de urina, ¢ a
resposta do detector, pois o coeficiente de determinagao
(r?) de 0,9527 foi insatisfatorio (Figura 3) (Chasin et al.,
1994). Todavia, os dados obtidos pelo estudo de
linearidade na faixa de interesse do método (0,2 a 40,0 ng
1-OHP/mL urina) demonstraram uma resposta linear en-
tre a concentracdo do analito e a intensidade do sinal ge-
rado por porcentagem (%) de fluorescéncia, satisfatéria
(r>=0,999), conforme preconizado por Chasin et al.
(1994, 1998) (Figura 4). O estudo de linearidade foi pri-
meiramente realizado desconhecendo-se as reais concen-
tracoes do 1-OHP urinario durante uma exposicao
ocupacional.

De acordo com alguns autores, a sensibilidade ¢
definida como a inclinagdo da curva de calibracao que
possibilite a medida em qualquer ponto (Miller,
Miller, 1988; Angerer ef al., 1992; Chasin et al., 1998;
Leite, 1998). Quanto maior for a inclinagdo da curva de
calibracdo maior sera a sensibilidade e especificidade do
método. No presente estudo, a curva de calibragao, prepa-
rada com um pool de amostras de urina, apresentou incli-
nagao de 15,68 e a curva de calibragdo, preparada em
metanol, apresentou inclinagao de 1,44 (Figura 5 e Tabe-
la I1I). A analise destes valores de inclinacdo demonstra
que o método é mais seletivo e sensivel quando a
quantificacdo do analito ¢ realizada com uma curva de
calibracdo preparada com amostras de urina.

Os limites de detec¢do e quantificacdo foram ade-
quados para a finalidade proposta. Obedecendo ao crité-
rio preconizado pela ANVISA (Brasil, 1999) os resultados
adotados neste trabalho foram de 0,5 ng/mL para deteccdo
e 1,0 ng/mL para uma quantificacdo precisa e exata do 1-
OHP urinério.

A precisao do método € o parametro que avalia a
proximidade entre as varias medidas efetuadas em uma
mesma amostra. Este parametro deve ser determinado em
um mesmo dia (precis@o intra-dia) e em dias diferentes
(precisdo inter-dias). A medida de precisao pode ser ex-
pressa através do calculo do desvio padrdo e do coeficien-
te de variacao (CV%), ndo se admitindo valores superio-
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res a 15%, obtidos em condi¢des determinadas de
repetibilidade e/ou reprodutibilidade (Jenke, 1996; Chasin
etal, 1998; FDA, 1998; Brasil, 1999). Recomenda-se, no
minimo, a analise de trés concentracdes (baixa, média e
alta) dentro da faixa de limite esperado, realizando-se,
pelo menos, cinco réplicas (Brasil, 1999). Neste trabalho
o estudo de precisdo foi realizado em sextuplicata, o que
permitiu o tratamento estatistico das amostras em um in-
tervalo de confianca de 95% de probabilidade na tabela t
de Student (Chasin et al., 1998).

A imprecisao entre dias expressada como coeficien-
te de variagao (CV) foi relatada na literatura em diversos
trabalhos como 13,3%, 5,5% e 5,9% nas concentracdes de
6, 3 e 1 ng/mL, respectivamente (Roggi, 1997; Siwinska,
1998).

De acordo com o preconizado e adotado neste traba-
lho, os resultados de precisao obtidos foram considerados
satisfatorios e adequados (CV<15%). Os resultados, mes-
mo que de maneira aproximada, estdo de acordo com os
relatados na literatura para o analito em estudo. O estudo
de recuperagdo demonstrou ser adequado, com resultados
dentro da faixa de aceitacao de 80 a 120% (Chasin et al.,
1994, 1998; Brasil, 1999), conforme descritos na Tabela
VII e os resultados obtidos no estudo de exatidao e repor-
tados na Tabela VIII estdo de acordo com o preconizado,
com uma porcentagem (%) de inexatiddo menor que os
15% sugeridos (Chasin ef al., 1998).

A validacdo do método para a determinacao do 1-
OHP em amostras de urina, sugerido por Jongeneelen
(1986), foi satisfatoria atendendo os objetivos deste traba-
lho.

ABSTRACT

Determination of 1-hydroxypyrene in human urine
by high-performance liquid chromatography — study
of validation parameters

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) constitute a
group of chemical substances formed during thermal
degradation of organic materials released in the
environment. At present, several hundreds of papers
reporting adverse effects produced by PAHs are mainly
related to cancer development. According to International
Agency for Research on Cancer (IARC), six PAHs are
probably human carcinogenic. Considering the
toxicological properties and with the aim to prevent
occupational exposures to these substances, a biological
monitoring of urinary I-hydroxypyrene is recommended.
The first step to achieve this goal is to validate a
methodology for urinary 1-OHP quantification. This work
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optimized the conditions of a high performance liquid
chromatography system (HPLC) with fluorescence
detection and validated the analytical parameters for uri-
ne 1-OHP determinations. The method includes an
enzymatic hydrolysis (b-glucuronidase/arylsulfatase)
Jollowed by a solid phase extraction — SPE (C,). In
addition a chromatographic separation was accomplished
using a Supelcosil ™ LC-PAH (15 cm x 4.6 mmID x 5 um)
with a gradient phase (methanol 40 and 100%) and finally
a selective detection (excitation — 242 nm and emission —
388 nm). The method showed linearity (r* = 0.999) with
the studied range of concentration (0.2 to 40.0 ng/mL).
Detection and quantification limit were 0.5 ng/mL and
1.0 ng/mL, respectively. Relative standard deviation of the
method was good (CV<I15%), as also was the
reproducibility (recovery maintained between 80 and
120%). In conclusion, this validated method can be
considered useful for the urinary 1-OHP analyses.

UNITERMS: Toxicological analyses. Polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHs). 1-Hydroxypyrene. Biological
monitoring.
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